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RESUMO

As abelhas exercem papel essencial na atividade de polinizacdo, consideradas
fundamentais para a manutengao da biodiversidade e ecossistemas naturais. Estes
insetos agem perenizando espécies endémicas, como também participam na
polinizacdo dos sistemas agricolas. E crescente o nimero de relatos sobre o
desaparecimento de diversas espécies de abelhas, sendo as causas desta
diminuicdo ainda ndo comprovadas, apesar das hipdteses existentes. Acredita-se
gue uma causa em potencial poderia ser o intenso uso de agrotdéxicos nas
propriedades rurais, visando o controle de pragas agricolas. Existe uma gama de
produtos fitossanitarios a disposicdo no mercado, contudo, nem sempre seus efeitos
sdo adequadamente conhecidos ou bem descritos, sendo a grande maioria dos
estudos nesta area voltados para a compreensdo dos efeitos de inseticidas.
Conquanto, os herbicidas utilizados na agricultura também podem influenciar na
mortandade dos polinizadores. Os herbicidas sédo utilizados para o controle de
plantas daninhas e, frequentemente, para a secagem das culturas pré-colheita.
Neste contexto, além de muitas plantas que produziriam flores morrerem
precocemente, as opcdes que restam para alimentacdo das abelhas podem ser
contaminadas pelos agroquimicos. Estes fatores podem afetar negativamente a
sobrevivéncia destes insetos, corroborando fortemente com o enfraquecimento das
colénias. Os herbicidas paraquat e o diguat, sdo amplamente utilizados na
agricultura, principalmente para a senescéncia das culturas de interesse e também
no controle de plantas daninhas, porém pouco se conhece sobre seus efeitos
indiretos, afetando organismos nao-alvo, entre eles os polinizadores como as
abelhas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a mortalidade das abelhas
Scaptotrigona bipunctata submetidas a diferentes doses dos herbicidas paraquat e
diquat, via contato e ingestdo. Para tal, foram conduzidos dois experimentos, nos
quais operarias foram expostas a contaminacdo. Ambos 0s experimentos foram
conduzidos no delineamento de blocos casualizados em esquema fatorial 2 x 2 com
tratamento adicional, em trés repeticbes. Os tratamentos foram: dois herbicidas
(paraquat e diquat), duas doses (50 e 100% da dosagem agronomicamente
recomendada), além de um tratamento adicional sem contaminacéo (controle). Nos
bioensaios, cada parcela foi composta por dez individuos coletados da entrada das
caixas racionais, submetidos aos respectivos tratamentos e incubados em camara
B.O.D & 28°C durante 72 horas, sendo contabilizado o nimero de individuos mortos.
Para o experimento de ingestdo, os herbicidas, em ambas a doses, resultaram em
maior mortalidade de abelhas em relacdo a condi¢éo controle, ndo diferindo entre si.
Além disso, a dose de 100% resultou em maior toxicidade quando comparada a
dose de 50%. Para a contaminacao via contato, ndo houve aumento na mortalidade
das abelhas pela intoxicagdo com os herbicidas. Dessa forma, conclui-se que a
contaminagao por ingestdo com os herbicidas paraquat e diquat pode afetar a
sobrevivéncia das abelhas sem ferrdo, o que a longo prazo, pode alterar a
viabilidade e a dindmica das popula¢cdes das abelhas Scaptotrigona bipunctata.

Palavras-chave: Abelha sem ferrao 1. Bioindicadores 2. Mortalidade 3. Toxicidade 4.



ABSTRACT

Bees play an essential role in pollinating activity, which are considered essential for
the maintenance of biodiversity and natural ecosystems. These insects act by
perpetuating endemic species, but also participate in the pollination of agricultural
systems. It is increasing the number of reports about the disappearance of several
species of bees, and the causes of this have not yet been proven, despite the
existing hypotheses. One of the potential causes is the intense use of agrochemicals
aiming at controlling agricultural pests. There is a range of phytosanitary products
available on the market, however, the effects of these products are not always well
known or well described, and the vast majority of studies are aimed at understanding
the effects of insecticides. Though, herbicides used in agriculture can also influence
the mortality of pollinators. Herbicides are used to control weeds and often for the
drying of pre-harvest crops. In this context, in addition to the scarcity of plants that
would produce flowers, consequently feed for bees, the remaining options for bees
may be contaminated by agrochemicals. These factors can negatively affect the
survival of these insects, corroborating strongly with the weakening of the colonies.
Among these herbicides, paraquat and diquat, are widely used in the control of
weeds and in the senescence of crops of interest. Still, they may present other
indirect effects, affecting non-target organisms, including pollinators such as bees.
Thus, the aim of this work was to evaluate the mortality of Scaptotrigona bipunctata
bees submitted to different doses of the herbicides paraquat and diquat, via contact
and ingestion. For this, two experiments were conducted, in which workers were
exposed to contamination. Both experiments were conducted in a randomized
complete block design in a 2 x 2 factorial scheme with an additional treatment in
three replicates. The treatments were: two herbicides (paraquat and diquat), two
doses (50 and 100% of the recommended dosage), plus an additional treatment
without contamination (control). In the bioassays, each plot consisted of ten
individuals collected from the entrance of the rational boxes, submitted to the
respective treatments and incubated in B.O.D at 28°C for 72 hours, on which the
number of dead individuals was computed. For the ingestion experiment, the
herbicides, in both doses, resulted in higher bee mortality in relation to the control
condition. The 100% dose resulted in higher toxicity when compared to the 50%
dose. For contact contamination, there was no increase in bee mortality due to
herbicide intoxication. Thus, it can be concluded that contamination by ingestion with
the herbicides paraquat and diquat can affect the survival of stingless bees, which in
the long term may alter the viability and dynamics of the populations of Scaptotrigona
bipunctata bees.

Keywords: Stingless bees 1. Bioindicators 2. Mortality 3. Toxicity 4.
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1 INTRODUCAO

A polinizacdo é um dos servi¢os ecologicos essenciais para a manutencao de
ambientes naturais e agrérios. Os polinizadores ocupam importante fungdo em
grande parte do ecossistema terrestre, bem como, representa a chave para 0s
servicos ecossistémicos, para a manutencao da natureza e comunidades de plantas
(AGUILAR et al., 2006; TIA-LYNN et al.,, 2004) e para a produtividade agricola
(KLEIN et al.,, 2007; RICKETTS et al., 2008). A polinizacdo de insetos foi
reconhecida como uma contribuicdo fundamental para melhorar produtividade de
culturas agricolas. Entre os insetos polinizadores, as abelhas ocupam uma posi¢ao
privilegiada, pois podem ser empregadas em grande numero auxiliando na
polinizacdo de diversas espécies (MARQUES ET AL., 2015; SINGH; SAINI; JAIN,
1999). E essencial que a importancia de cada individuo seja reconhecida, da mesma
forma os niveis minimos de ecossistema, necessarios para que sejam mantidas as
funcdes ecossistémicas e o0 servico ambiental, visto que contribuem para o sistema
como um todo (COSTANZA et al., 1997; EICH, 2015).

Dentre os polinizadores, as abelhas representam um grupo diverso que
exerce papel fundamental nesse processo. O declinio das populacdes de abelhas
tem sido relatado, sendo a utilizacdo intensiva de agrotéxicos apontada como um
dos principais fatores responsaveis por esse impacto (GOMES et al.,, 2017). O
estresse toxicolégico causado pelos agroquimicos e suas consequéncias nhas
abelhas tem sido intenso foco de debates. No entanto, a énfase em abelhas
meliferas e agrotoxicos tém negligenciado a relevancia das abelhas sem ferréo,
principais polinizadores de ecossistemas tropicais naturais (LIMA et al., 2016).

De extrema importancia, as abelhas nativas atuam como detector de poluicdo
ambiental, indicando, via alta taxa de mortalidade, a presenca de moléculas téxicas,
ou através da presenca de metais pesados, residuos quimicos e acumulo de
pesticidas no mel, pdélen e larvas (CELLI; MACCAGNANI, 2017).

Desde a consolidacdo das atuais praticas de manejo das lavouras, 0s
polinizadores vém sendo drasticamente ameacados por a¢des antropicas advindas,
principalmente devido ao uso de agentes quimicos de controle. Estes compostos

podem levar a morte das abelhas que visitam as flores ou que fazem seus ninhos
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em locais proximos (MARQUES et.al., 2015). As abelhas nativas constantemente
sofrem reducdo da populagdo devido ao uso indiscriminado de inseticidas e
mudancas ambientais e, muitas vezes isso nem se quer é constato (PEREIRA,
2010).

As abelhas brasileiras sem ferrdo sao responsaveis, conforme o ecossistema,
por 40 a 90% da polinizacdo das arvores nativas. Estas abelhas nativas pertencem a
superfamilia Apoidea, familia Apidae e subfamilia Meliponinae, esta ultima dividida
em duas tribos: Meliponini e Trigonini (CARVALHO, 2006; KERR; CARVALHO;
NASCIMENTO, 1996; RICKETTS et al., 2008).

O trabalho de polinizagdo das abelhas se faz cada vez mais necessario, visto
gue é crescente a sua importancia para producao de cereais, café, algodao e frutas
de diversas espécies (MARQUES ET AL., 2015; SILVA; DA PAZ, 2012; SOMMER,
1997). Os polinizadores entomdéfilos, na agricultura, sdo responsaveis pela
polinizacdo de 75% das espécies vegetais cultivadas pelo homem, por exemplo, na
producdo do maracuja, na auséncia das abelhas que realizam a polinizacdo dessa
planta, a polinizacdo deve ser feita manualmente pelo homem, elevando os custos
de producdo (MARQUES ET AL., 2015). Além do que, 0s servicos ecossistémicos
da polinizacdo correspondem a cerca de 10% do PIB agricola, representando um
valor acima de U$ 200 bilhées/ano, no mundo (BARBOSA et al., 2017). Cerca de
75% das 240.000 espécies de plantas existentes no mundo dependem de alguma
forma de polinizacdo (pelo vento, 4gua, insetos e outros) (FREITAS; PINHEIRO,
2010). As abelhas sao consideradas os principais polinizadores responsaveis pela
polinizagdo de aproximadamente 73% das espécies cultivadas no mundo
(RICKETTS et al., 2008). A agricultura brasileira jA é beneficiada com a polinizacéo
de abelhas nativas, mesmo com as pequenas matas préximas as areas cultivadas
(HALINSKI; DORNELES; BLOCHTEIN, 2015; CHUTTONG et al., 2016). Como é o
caso do cultivo do tomate, apesar de autopolinizado, quando suas flores sé&o
polinizadas por abelhas apresenta aumento na formacao de frutos e na qualidade
dos frutos (maior peso e tamanho) (MARQUES ET AL., 2015).

Estudos indicam que algumas substancias utilizadas no controle de pragas na
agricultura podem estar envolvidas em casos de intoxicacdo de abelhas. Os efeitos
desses produtos podem ndo ser notados, mas podem causar sérios efeitos

fisiol6gicos e comportamentais que acabam por comprometer os individuos e a
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viabilidade da col6nia, de uma maneira geral (CATAE, 2016), como também, estao
em acelerado processo de desaparecimento, principalmente por causa da destruicdo
dos seus habitats naturais (SOUZA, 2010). Mesmo em niveis mais baixos e com
auséncia de mortalidade significativa das abelhas forrageiras, os riscos da exposicéo
ainda devem ser considerados uma vez que a exposi¢cao das abelhas a doses mais
baixas pode ocasionar efeitos subletais (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH,
2007).

Até pouco tempo, a intoxicacdo das abelhas por agrotoxicos estava
relacionada exclusivamente a exposicao letal (intoxicacdo aguda), a qual resulta em
individuos mortos préximos as suas colonias (PIRES et al., 2016). Os efeitos
subletais aos individuos da colénia podem nao levar a morte imediata, mas podem
afetar o comportamento, o desenvolvimento e o sistema imunolégico, causando
problemas crénicos provocados por exposicao a longo prazo (FRAZIER et al., 2008;
WHITEHORN et al., 2012).

Considerar o uso de herbicidas e outros pesticidas de forma isolada, pode
nao ser a principal ou Unica causa da mortandade e desaparecimento das abelhas
nativas. Contudo, a combinacdo entre 0 uso intenso dos agroquimicos e seus
efeitos, aumentam potencialmente a cascata de impactos (GOULSON et al., 2015).
Neste viés, ainda ndo h& estudos considerando a frequéncia do pdlen contaminado
como parametro, como também, ignoram os residuos no mel ou néctar que podem
contaminar os demais individuos da coldénia (PHAM-DELEGUE et al., 2002;
SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014).

O uso indiscriminado e irracional dos agrotéxicos nos agroecossistemas,
especialmente os inseticidas e herbicidas, pode acarretar no desequilibrio da
populacdo de abelhas que visitam os locais de plantio (MALASPINA et al., 2008),
sendo dificil desvendar os reais impactos causados através do efeito cumulativo e
sinérgico das excessivas aplicacdes (BRITTAIN; POTTS, 2011).

A presenca de abelhas nos campos significa menos produtos agroquimicos
nas lavouras, a agricultura e a apicultura/meliponicultura ndo sdo negoécios
incompativeis, muito pelo contrario, podem ser intensificados através do servigo
ambiental prestado pelas abelhas (DOS SANTOS; OTESBELGUE; BLOCHTEIN,

2018; WOLFF, 2000). Posto isto, é fundamental o desenvolvimento de estudos sobre
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os efeitos dos agrotdxicos sobre as abelhas e demais polinizadores, uma vez que
séo individuos fundamentais ao servico ambiental.

Perante o art.10 da Constituicdo Federal (Decreto-Lei n.4.074 de 4 de janeiro
de 2002), para que um novo agrotéxico possa ser registrado no Brasil, sdo exigidos
testes toxicolégicos com doses repetidas, de subagudas a crbnicas, testes
ecotoxicolédgicos de toxicidade a organismos aquaticos e terrestres (peixes, Daphnia,
algas, aves, abelhas, microrganismos e organismos de solo) de acordo com 0 uso
pretendido do produto (BRASIL, 2002). Contudo, como a agricultura se faz
dependente, cada vez mais, do uso de agroquimicos para o controle de plantas
daninhas, fungos, insetos e pragas a fim de assegurar a produtividade, é preciso que
exista a viabilidade da aplicacdo destes produtos perante 0s grupos que prestam os
servicos ambientais (THOMPSON, 2003).

Os herbicidas, o paraquat e o diquat estdo na lista dos principios ativos mais
aplicados em culturas comerciais, visto que ambos s&o utilizados nos tratamentos de
oleaginosas e leguminosas, esse intenso uso tem implicado em eventos de
mortalidade das abelhas (MINEAU et al., 2008). Alguns produtos agricolas, como
herbicidas e fungicidas, podem ser vistos como seguros ou menos téxicos que
inseticidas para insetos nao-alvos, como as abelhas, uma vez que estes nao
apresentam a mesma rota metabdlica de acdo que os inseticidas (GISI; SIEROTZKI,
2008). Porém, os autores Thompson e Maus (2007) consideram os efeitos de
contaminacdo dos herbicidas, os quais incluem alteracbes nos padrbes de
comportamento e aprendizagem e capacidade de orientacao.

Como é o caso do paraquat, o qual age diretamente na clorofila,
necessitando, portanto, da presenca de luz, promovendo estresse oxidativo,
enquanto seus residuos entram em contato com o solo, sendo rapidamente
absorvido e ligando-se fortemente ao solo, ndo podendo ser reativado pela acdo da
agua ou pela aplicacdo de outros agroquimicos (MARTINS, 2013). O herbicida
diquat também é fortemente adsorvido quando em contato com o solo, com
praticamente nenhuma dessorcdo (DE OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011). Tanto o
paraquat, quanto o diquat sdo produtos considerados altamente persistentes no
meio ambiente, demonstrando perigo relativo a todo o ambiente por sua
permanéncia no meio (MARTINS, 2013).
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Em setembro de 2017, ocorreu um processo de avaliagdo sobre a alta
toxicidade do paraquat no meio ambiente, com isso, a Anvisa optou pelo banimento
do produto a partir do ano de 2020. Toda comercializacdo do produto a partir desta
data devera ser registrada em um sistema informatizado (ASCOM/ANVISA, 2018). O
produto paraquat j& foi proibido em mais de 50 paises, porém, ainda é
comercializado livremente em 83 paises (PUBLIC EYE, 2017). Neste contexto, o
produto cotado pelo mercado do agronegdcio para substituir o paraquat em seu
banimento é o diquat (GOTTEMS, 2018). Contudo, sob o aspecto quimico e
funcional, os herbicidas paraquat e diquat possuem efeitos similares, sendo entao,
os dois produtos considerados toxicos ao meio ambiente, suscitando uma indagacéo
sobre efetividade do banimento e consequente substituicao.

Em decorréncia da escassez em estudos sobre os efeitos adversos dos
herbicidas e outros pesticidas em abelhas sem ferrdo (SOARES, 2012) e dos poucos
trabalhos realizados mostrando que h& susceptibilidade a acdo dos agroquimicos
(VALDOVINOS-NUNEZ et al., 2009), é importante que pesquisas sejam realizadas
com organismos nao alvo diante dos efeitos dos herbicidas (PEREIRA, 2010), visto
que no Brasil h4 poucas informacfes sobre efeitos letais e subletais de defensivos
agricolas em geral sobre os polinizadores (PINHEIRO; FREITAS, 2010).

Tendo em vista a importancia das abelhas nativas brasileiras como agentes
polinizadoras, o frequente servico prestado pela apicultura e meliponicultura ao
sistema agricola e a importante presenca de areas com matas preservadas nas
proximidades das propriedades rurais, se faz fundamental o estudo dos efeitos
subletais que os agroquimicos causam nas abelhas. Com isto, a hipétese deste
trabalho é que os herbicidas paraquat e diquat podem apresentar influéncia sobre a
mortalidade de abelhas da espécie Scaptotrigona bipunctata, especialmente quando

estas sdo expostas a altas doses dos produtos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a mortalidade de abelhas sem ferrdo da
espécie Scaptotrigona bipunctata submetidas a ingestdo e ao contato dos herbicidas

paraquat e diquat.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a mortalidade de abelhas sem ferrdo da espécie S. bipunctata
submetidas as doses de 50 e 100% da concentracdo do ingrediente ativo do
herbicida paraquat apés contaminacdo topica e oral durante um periodo de
tempo de 72h.

2. Avaliar a mortalidade de abelhas sem ferrdo da espécie S. bipunctata
submetidas as doses de 50 e 100% da concentracdo do ingrediente ativo do

herbicida diquat ap6s exposicao topica e oral durante um periodo de tempo
de 72h.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Abelhas sem ferrao

As abelhas sem ferrdo compdem um diverso grupo, incluindo mais de 400

espécies com alta variabilidade em suas fisiologia, morfologia e tamanho
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(MICHENER, 2000; MOURE; URBAN; MELO, 2007). Dentre os polinizadores mais
comuns nos ambientes tropicais, as abelhas sem ferrdo sdo dominantes em diversas
regibes, favorecendo a polinizacéo de varias culturas agricolas (MACIAS-MACIAS et
al., 2009).

As abelhas brasileiras sem ferrdo sao responsaveis, conforme o ecossistema,
por 40 a 90% da polinizagdo das arvores nativas. Estas abelhas nativas pertencem a
superfamilia Apoidea, familia Apidae e subfamilia Meliponinae, esta ultima dividida
em duas tribos: Meliponini e Trigonini (KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996).

Evolutivamente as abelhas sem ferrdo provém de um grupo de vespas que
deixaram de transmitir caracteres genéticos para a formacdo do ferrdo aos seus
descendentes (ALONSO, 1998). Todas as espécies de meliponineos séo eussociais,
ou seja, vivem em col6nias constituidas por um grande namero de operarias, as
quais realizam a funcdo de construir e manter a estrutura fisica da col6énia (KERR;
CARVALHO; NASCIMENTO, 1996).

No Brasil, as abelhas sociais nativas sdo popularmente conhecidas por
abelhas indigenas sem ferrdo, as quais constituem a superfamilia Apoidea. O limite
de distribuicdo ao sul do pais encontra-se no estado do Rio Grande do Sul com
predominancia nos neotropicos (NOGUEIRA-NETO, 1997). Varias técnicas de
manejo desses insetos foram desenvolvidas, designada tecnicamente de
“‘meliponicultura”, remetendo ao cultivo e extragcdo do mel das abelhas sem ferrdo
(QUEZADA-EUAN; MAY-ITZA; GONZALEZ-ACERETO, 2001). Um dos principais
paises de ocorréncia das abelhas meliponas é o Brasil, sendo estas de suma
importancia para a ecologia dos diversos ecossistemas, como exemplo a polinizagao
de grande parte da Mata Atlantica (KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996).

Pelo menos 100 das mais de 400 espécies de meliponineos conhecidas estao
em perigo de extingdo decorrente das acOes antropicas (KERR; CARVALHO;
NASCIMENTO, 1996). O risco de extingdo relacionado as alteragcbes ambientais
ressalta a necessidade de realizar avaliacdes sobre os efeitos de agrotoxicos sobre
estas abelhas (MORAES; BAUTISTA,; VIANA, 2000).

A cultura relacionada as abelhas sem ferrédo séo ainda encontradas entre os
povos indigenas (CAMARGO; POSSEY, 1990). Além de desempenharem um papel
essencial na polinizagdo, destacam-se também pela produgdo de mel e outros
subprodutos, como propolis, cera e cosméticos (LOPES; FERREIRA; SANTOS,
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2005). Dentre as espécies encontradas o género Scaptotrigona sp. sé&o
consideradas as mais produtivas da Amazonia (CAMARGO; PEDRO, 2013).

A importancia dos servicos de polinizacédo das abelhas sem ferrdo vai além de
espécies endémicas, sdo também reconhecidas em culturas de interesse econémico
a exemplo de algodéao, café, laranja, maca, soja, entre outras culturas amplamente
difundidas no Brasil IMPERATRIZ-FONSECA, 2004). Pela importancia econémica e
cultural de Apis mellifera Linnaeus, 1758, a determinacdo da toxicidade dos
agrotoxicos para estas abelhas ja é estudada antes mesmo da introducdo do DDT
em 1942, fato o qual, ndo € percebido em andlises de toxicidade de agentes
quimicos em meliponineos, apesar de demonstrarem efetiva contribuicdo aos
ecossistemas, inclusive rural (MORAES; BAUTISTA; VIANA, 2000). Neste viés, é
valido considerar que as abelhas sem ferrdo também estdo expostas ao uso dos
pesticidas na agricultura e acabam sofrendo, de alguma forma, com os efeitos dessa
contaminagao (LOURENCO, 2012).

De acordo com Magalhdes & Venturieri (2010, p.37, apud ANTONIO, 2012,
p.12) a divulgacdo sobre as abelhas sem ferrdo ocorre, muitas vezes, por parte de
instituicbes governamentais e nao-governamentais, com objetivo de atrair 0s
agricultores que estejam interessados na passividade das abelhas nativas e em
praticas agroecoldgicas, dessa forma, incitam a sensibilidade e promovem a
conscientizacdo em relacdo a importancia dos polinizadores.

No entanto, as abelhas sem ferrdo encontram-se em processo de
desaparecimento e como consequéncia algumas regides do Brasil, como Sudeste e
Sul, pouco conhecem sobre os sabores das abelhas nativas do pais e seu grande
valor medicinal (LOPES; FERREIRA; SANTOS, 2005). Dessa forma, a criacdo de
abelhas sem ferrdo é uma atividade positiva, além de seu potencial econdémico,
contribui para a manutencéo e preservacao dos ecossistemas. Preservar as abelhas
contribui, portanto, com a conservacdo dos biomas e ecossistemas (CAMARGO;
PEREIRA; LOPES, 2002).
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3.2 Scaptotrigona bipunctata

Entre as abelhas pertencentes a tribo Meliponini, a Scaptotrigona bipunctata
(Lepeletier) (Hymenoptera: Apidae) estd entre as espécies mais criadas em trés
biomas brasileiros (Pampa, Mata Atlantica e Pantanal) (CAMARGO; PEDRO, 2013).
E conhecida popularmente como tubuna, canudo ou enrola-cabelo, pode ser
encontrada na Bolivia, Brasil, Paraguai e Peru, com alta capacidade de producao
melifera, podendo chegar a produzir 4L/ano (VENTURIERI; ALVES; VILLAS-BOAS,
2012). As operarias de S. bipunctata apresentam algumas caracteristicas que
facilitam a sua identificacdo: possuem tamanho médio de 5,5mm, corpo de coloracéo
preta, apresentam um grau de agressividade (beliscam com as mandibulas e
enrolam nos cabelos), comumente nidificam em ocos de arvores e em cavidades de
paredes e possuem alto potencial para meliponicultura (WITTER; BLOCHTEIN,
2009).

A porta de entrada e saida do ninho € conhecida como entrada ou tanel de
ingresso, possui importante funcdo estratégica de defesa e geralmente sua
morfologia esta relacionada as caracteristicas da espécie (VENTURIERI; ALVES;
VILLAS-BOAS, 2012), por ser uma espécie maior, a S. bipunctata possui um tanel
de ingresso relativamente grande, similar a um tubo, de onde origina seu nome
popular (NOGUEIRA-NETO, 1997) (Figura 1). Neste tubo hd uma parte externa e
outra interna (WITTER; NUNES-SILVA, 2014), na regido exterior hA uma ampla
entrada onde as abelhas forrageadoras, ventiladoras ou defensoras podem se
posicionar (ROUBIK; ROUBIK; VERLAG, 2006). Assim como todas as abelhas
sociais, a S. bipunctata também apresenta complexas interagdes sociais dentro de
seus ninhos (JUNGNICKEL et al., 2004). Suas colonias séo populosas e possuem
um aroma especifico, semelhante ao cheiro de 0leo de coco. Apresentam grande
potencial como polinizadoras, pelos estratos que alcancam. Porém, pesquisas
recentes revelam sua susceptibilidade a agroquimicos, acarretando em seu sumico
no meio ambiente (MOREIRA et al., 2018).
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Figura 1 — Entrada das colbnias de Scaptotrigona bipunctata localizadas no meliponério da
Universidade Federal do Parana (UFPR) — Setor Palotina. (Arquivo pessoal).

3.3 Herbicida - Paraquat

O paraquat é um herbicida de nitrogénio quaternario, de férmula 1,1'-dimetil-
4.4'-bipiridilo (Figura 2), sendo amplamente utilizado para a dessecacao de culturas
agricolas e no controle de plantas daninhas. E um composto de ac¢&o rapida, néo
age seletivamente, destruindo o tecido de planta verdes ao entrar em contato,
translocando-se dentro da planta. Este herbicida € considerado vantajoso por
apresentar forte afinidade com o solo, favorecendo a adsorcao as particulas do solo
e a matéria organica (FAIRBROTHER et al., 2014).

Estudos acerca dos mecanismos de toxicidade do paraquat tém sido
realizado ha décadas, para tanto, se identificou varios resultados de reac¢des toxicas,
podendo levar a formagcdo de espécies reativas de oxigénio mais toxicas
(BELARMINO, 1992). Como também, a potencializacdo da toxicidade induzida por
paraquat em animais expostos a diferentes concentragcdes pode contribuir para
agravar a toxicidade molecular (LABOISSIERE DEL SARTO, 2009). A principal
causa de morte por intoxicacdo do herbicida paraquat ocorre pela insuficiéncia
respiratoria (HONORE et al., 1994).

Ao utilizar agroquimicos, além dos inseticidas, efeitos ndo intencionais do uso
estdo surgindo, acarretando em severas consequéncias (LIMA et al., 2016). Além

disso, ndo somente o produto deve estar embalado e etiquetado devidamente,
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rotulado com as palavras “perigo” e “veneno”, mas também, & considerado um
Pesticida de Uso Restrito (PUR), ou seja, s6 pode ser manipulado e aplicado por
pessoas certificadas (KAMRIN, 1997). Os inseticidas neurotoxicos, como
neonicotinoides, piretréides, organofosforados, carbamatos e os herbicidas da classe
bipiridilios sdo compostos conhecidos por serem altamente letais para os insetos, e,
ainda assim, estdo entre o0s agroquimicos mais utilizados na agricultura
(VALDOVINOS-NUNEZ et al., 2009).

= AT - (R,
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Figura 2 — Estrutura quimica do paraquat, principal ingrediente ativo componente do herbicida
paraquat (Helmoxone®), utilizado nos bioensaios. (REIGART; ROBERTS, 2013).

3.4 Herbicida — Diquat

O herbicida dibrometo de diquat, de formula 1,1'-etileno-2,2'-bipiridilo (Figura
3). O dibrometo de diquat € um herbicida ndo seletivo, de acdo rapida, o qual regula
o0 crescimento de plantas, causando lesdo apenas nas partes da planta onde é
aplicado. Em campo, o produto é utilizado como dessecantes das culturas, como a
batata, soja, feijao, milho, para controlar o florescimento da cana-de-acucar e, para
controlar as plantas daninhas e aquéaticas. E considerado n&o residual, ou seja, ndo

deixa vestigio de herbicida nas plantas, no solo ou na dgua (KAMRIN, 1997).
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Figura 3 — Estrutura quimica do dibrometo de diquat, principal ingrediente ativo componente do
herbicida diquat (Reglone®), utilizado nos bioensaios. (REIGART; ROBERTS, 2013)

Avaliacbes de toxicidade dos herbicidas paraquat e diquat ja foram
desenvolvidas em mamiferos determinando possiveis efeitos toxicolégicos
(LITCHFIELD; DANIEL; LONGSHAW, 1973). A maioria dos casos de intoxicagdo em
animais domeésticos é causada pela ingestdo da vegetacdo contaminada, sendo que
a dose letal média (DL50) por ingestao oral varia de acordo com a espécie (SANTOS
et al., 2012). Para o herbicida paraquat, muitos experimentos ja foram desenvolvidos
a respeito de sua toxicidade em diversas espécies de abelhas (FERMINO et al.,
2011; LIMA et al.,, 2016; RUVOLO-TAKASUSUKI et al., 2015). Larvas de Apis
mellifera expostas a diferentes concentracbes de paraquat no alimento
apresentaram problemas no seu desenvolvimento embriénico, condensacdo do
citoplasma e formato irregular de células, mesmo com a menor dose utilizada
(COUSIN et al.,, 2013). Contudo, apés intensas buscas sobre experimentos
realizados com abelhas sem ferrdo submetidas ao herbicida diquat, ndo foi

encontrado nenhuma publicacéo.



21

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material biologico

Os bioensaios foram realizados com abelhas operéarias adultas da espécie
Scaptotrigona bipunctata, as quais foram coletadas no meliponério localizado na
Universidade Federal do Parana - UFPR, setor Palotina, proximo ao fragmento de
Mata Atlantica, no municipio de Palotina, Parand. A coleta dos individuos foi
realizada utilizando potes plasticos, os quais foram posicionados na entrada dos
ninhos para coleta. As abelhas capturadas foram expostas a diferentes
concentracbes de agroquimicos, os herbicidas paraquat e diquat. As formas de
exposicdo do material foram via contato e por ingestdo. Apos o término de cada

experimento os individuos sobreviventes foram sacrificados.

4.2 Material agroquimico

Os experimentos foram realizados com dois herbicidas diferentes, o paraquat
e o diguat, comercialmente conhecidos como Helmoxone® e Reglone®, os quais
possuem as concetracbes de 276 g.i.a/L de dicloreto de paraquate e 200 g.i.a/L
dibrometo de diquate, respectivamente. Os produtos comerciais foram diluidos em
adgua destilada até a obtengdo das concentragfes ideais, correspondentes a 50 e
100% da concentracao do ingrediente ativo recomendada na bula dos produtos para

a utilizac&do nas culturas da soja e do milho.
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4.3 Bioensaios

Ambos os experimentos avaliando ingestdo e contato, foram conduzidos em
delineamento de blocos casualizados, como também, cada experimento foi realizado
contendo trés repeticdes. Os experimentos foram conduzidos sob esquema fatorial 2
X 2 com um tratamento adicional, no qual os fatores testados foram os produtos
paraquat e diquat e as doses 50 e 100% da concentracdo de ingrediente ativo
utilizada para as culturas da soja e do milho, além de um controle, sem a
contaminagao com os herbicidas.

Os bioensaios foram montados em potes de vidro apds a coleta das abelhas,
as quais foram colocadas no freezer por aproximadamente um minuto, com o
objetivo de sensibiliza-las e facilitar 0 manuseio. Em seguida, os individuos foram
colocados em frascos de vidro com capacidade volumétrica, de em média, 500mL
(altura: 13,5cm; diametro: 8,65cm), tampados com tecido voil. Dentro de cada frasco
haviam um papel filtro embebido com o herbicida em teste, quando na exposi¢ao via
contato, um recipiente com algoddo umido e um recipiente com o alimento candy,
sem contaminagcdo. Quanto ao bioensaio via ingestdo o alimento estava
contaminado e ndo o papel filtro, nem o algoddo umido. (Figura 4 e 5).

Para cada concentracdo e forma de exposicdo foram realizadas trés
repeticbes contendo dez individuos por unidade amostral. As concentracfes de
gramas do ingrediente ativo (g/ i.a) utilizadas para o herbicida paraquat e para o
herbicida diquat foram as seguintes 3x102, 1,5x102, correspondendo,
respectivamente, as porcentagens de 100% e 50%. No tratamento controle nao
houve qualquer contaminacgao.

Para o desenvolvimento da metodologia e elaboracdo dos bioensaios a
metodologia foi adaptada de Moraes; Bautista & Viana, 2000 e Pereira, 2018.
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Figura 4 — Representagéo do bioensaio com os individuos apds 72h de exposicdo aos agroquimicos.

(Arquivo pessoal)

Figura 5 — Representacdo das unidades experimentais. (Arquivo pessoal).
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4.3.1 Contaminacao por ingestéo

Para realizar a exposicdo ao agroquimico por ingestdo, foi fornecido o
alimento candy, contaminado com os herbicidas paraquat e diquat nas diferentes
concentragdes previamente estabelecidas. Para o tratamento controle, foi fornecido
apenas o alimento, sem contaminacgédo. Para o fornecimento do alimento, 0 mesmo
foi disposto em um pequeno recipiente, com pequenas escoras para evitar que as
abelhas pudessem se afogar, servir de apoio e garantir que a alimentacdo fosse
eficiente. No interior dos frascos de vidro foram colocados alimento, papel filtro e um
recipiente contendo algoddo embebido em agua. As parcelas foram avaliadas
durante um periodo de tempo de 72 horas, sendo realizada a contagem das
operarias mortas. Os individuos sobreviventes foram sacrificados apds o final do

experimento.

4.3.2 Contaminacao por contato

Para a exposicdo aos agroquimicos por contato os experimentos foram
realizados utilizando papel filtro embebido nas concentracBes supracitadas de
solucdo aquosa dos herbicidas paraquat e diquat, nos quais 0s individuos
permaneceram expostos durante 72 horas. Apés secagem do papel filtro na capela,
os frascos foram montados, contendo também um recipiente com alimento candy,
sem contaminacao, e um recipiente com algoddo embebido em agua. No bioensaio
do controle, o papel filtro foi embebido com 0 mesmo volume de agua. Os bioensaios
permaneceram em camara incubadora B.O.D (Figura 6) a 28° C e umidade relativa
de 70% = durante 72 horas. Os individuos mortos foram entdo contabilizados e os

sobreviventes foram sacrificados ao final do experimento.
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Figura 6 — Representacdo do experimento incubado na cdmara B.O.D. (Arquivo pessoal)

4.4 Analise dos dados

Para a andlise estatistica dos dados do percentual de mortalidade de S.
bipunctata por contato e por ingestdo, primeiramente foram examinados o0s
pressupostos da analise de variancia. Para isso foram utilizados os testes de Bartlett
(heterocedasticidade) e de Shapiro-Wilk (normalidade dos residuos) a 5% de
significancia. Os dados foram entao analisados pela analise de variancia (ANAVA) a
5% de significancia pelo teste F. Quando observadas as significAncias, as médias
foram comparadas entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia. As analises foram
realizadas utilizando o pacote Exp.Des (FERREIRA et al., 2014) do software R (R
CORE TEAM, 2018).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento De Mortalidade Por Ingestao

Inicialmente, por meio de uma analise exploratéria foi possivel verificar como
ocorreu a variacdo do percentual de mortalidade de S. bipunctata, para o fatorial
produto x dose. (Figura 7). Analisando a figura pode-se perceber uma tendéncia de
gue a contaminacdo das abelhas pelos herbicidas pode apresentar algum efeito
sobre a mortalidade das abelhas em relacdo a condicdo controle, quando as
mesmas ndo foram contaminadas por ingestao, principalmente na dose 100%. Além
disso, a diferencga entre os herbicidas nao parece ser grande, especialmente na dose
50%. De qualquer maneira é necessario confirmar se essas tendéncias apresentam
evidéncia estatistica, e para tal foi realizada a analise de variancia, pelo teste F a 5%

de significancia.
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Figura 7 — Mortalidade (%) de S. bipunctata sob contaminacdo por ingestdo com os herbicidadas
diquat (caixa verde) e paraquat (caixa azul) nas doses 50 e 100% da dose comercial e ao tratamento
controle, sem inoculacao (caixa vermelha).

Para realizacdo da ANAVA, primeiramente foi investigado se 0S pressupostos
da andlise de variancia foram atendidos. Como ndo foram verificados efeitos
significativos para os testes de Bartlett (heterocedasticidade) e Shapiro-Wilk
(normalidade dos residuos) a 5% de significancia admitiu-se que 0s conjuntos de
dados analisados apresentam homogeneidade de variancias e normalidade dos
residuos e, portanto, pode-se proceder a ANAVA.

Pela ANAVA, para a mortalidade de S. bipunctata por ingestdo, nao foi
observado efeito significativo para a interacdo Produto*Dose, para o efeito de bloco
e para o efeito simples de produto. Porém, foi observado significancia para o efeito

do fatorial em relagéo ao controle (Controle x Fatorial) e para o fator dose (Tabela 1).
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Tabela 1- Andlise de variancia da mortalidade de S. bipunctata quando submetida a contaminagéo
por ingestédo de paraquat e diquat em diferentes doses.

FV GL SQ QM F P
Bloco 2 893.33  446.67  1.4255  0.2954
Produto 1 133.33  133.33  0.4255  0.5325
Dose 1 4800 4800 15.319  0.0045*
Produto*Dose 1 133.33  133.33  0.4255  0.5325
Controle x Fatorial 1 2666.7  2666.7 85106  0.0194*
Residuo 8 2506.7 313.33
Total 14 11133

CV=6.0%

FV: Fonte de variacéo, GL: Graus de liberdade, SQ: Soma de quadrados, QM: Quadrado médio, F:
Valor da estatistica F, p: p valor.
*p<0.05.

A auséncia de efeito significativo para a interagdo demonstra que os produtos
e as doses possuem comportamento independente, ou seja, a dose de paraquat que
resulta na maior mortalidade de S. bipunctata € a mesma dose que causou a maior
mortalidade quando utilizado o herbicida diquat. Da mesma forma, o herbicida que
teve o maior efeito sobre a mortalidade néo diferiu para as doses testadas.

O efeito significativo do Controle x Fatorial demonstrou que na média do
fatorial, ou seja, a média de mortalidade de S. bipunctata quando submetidas a
contaminacgao por qualquer um dos produtos em qualquer dose (40%), foi superior a
mortalidade do tratamento controle (6,67%), sem a contaminacdo das abelhas
(Tabela 2). Este resultado demonstra que a ingestdo dos herbicidas paraquat e
diquat promoveu maior mortalidade de S. bipunctata

Tabela 2 — Médias do percentual de mortalidade de S. bipunctata submetida & contaminag¢é@o por
ingestdo de paraquat e diquat em diferentes doses e ao tratamento controle, sem contaminacao.

Produto
Dose -
Paraquat Diquat
50 20 aA 20 aA
100 53.33aB 66.67 aB
Controle 6.67*

Médias seguidas de mesmas letras mailscula nas colunas, ou minisculas nas linhas nédo diferem
estatisticamente pelo teste Tukey, a 5% de significancia.
*Média do tratamento controle difere em relacdo a média do fatorial (p<0.01).
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A auséncia de significancia para o efeito simples de Produto demonstra que
os herbicidas paraquat e diquat apresentaram efeito similar sobre a mortalidade de
S. bipunctata (Tabelas 1 e 2). Este resultado demonstra que os dois produtos
apresentaram efeitos similares sobre a mortalidade de S. bipunctata., o que é
justificado pela suas composi¢cdes quimicas, que possuem aproximada disposicao
molecular, como também, pelas formas analogas com que estes herbicidas agem
nomeio ambiente (FREITAS; PINHEIRO, 2010; MARTINS, 2013).

O paraquat pertence ao grupo quimico dos bipiridilio, relacionado com a
formacao de radicais superéxidos (O2-), resultando na formacdo de perdxido de
hidrogénio, danificando membranas do cloroplasto e células (VIDAL, 1997). O diguat
também pertence a este grupo agindo na degradacdo das membranas, em poucos
dias causam necrose pela dessecacdo dos tecidos (MARCHI; MARCHI;
GUIMARAES, 2008). Estes herbicidas tém habilidade de funcionar como aceptores
de elétrons no fotossistema | (OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN, 2001), esses
elétrons séo a fonte de energia para 0s processos biossintéticos celulares, quando
os herbicidas paraquat e diguat estdo presentes interagem com a ferredoxina,
competindo com o NADP+ como aceptores de elétrons (MARCHI; MARCHI,
GUIMARAES, 2008).

Em geral os herbicidas e fungicidas possuem mecanismos de acgao
especificos, portanto, seus efeitos indiretos sobre insetos tendem a apresentar
semelhanca (EICH, 2015). Em decorréncia desta especificidade, poucos trabalhos
ainda séo realizados estudando os efeitos dos herbicidas em abelhas. O fato de os
herbicidas n&o aparentarem risco aos insetos, ndo os torna alvo de experimentos
mais aprofundados, apenas sao tratados os possiveis efeitos sub-letais, enquanto as
vias e células afetadas nao séo exploradas a fundo (FREITAS; PINHEIRO, 2010).

Um estudo realizado em 1974, por Morton, et. al., observou a influéncia dos
herbicidas em coldnias de abelhas, a agua contendo paraquat (1000 ppm) matou um
grande numero de abelhas imediatamente e o restante morreu até a quinta semana.
Os efeitos do paraquat abordam a questdo dos impactos de herbicidas de aménio
quaternario, especialmente substancias ativas de bipiridilio no desenvolvimento das
abelhas (COUSIN et al., 2013). O herbicida diquat também desencadeia estresse
oxidativo e pode se acumular no sistema nervoso de ras, camundongos e também
de abelhas (LINDQUIST; LARSSON; SOKOLOWSKI, 1988).
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Em outras espécies o paraquat ja foi estudado e demonstrou ser um potente
indutor de estresse oxidativo. A exposicdo a este herbicida por 12 horas foi
altamente letal para Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Diptera,
Droshophilidae), a qual é considerada um modelo experimental (KRUCEK et al.,
2014). A fim de caracterizar o potencial do NAPH como mecanismo de toxicidade,
Bus e Gibson, 1984, mediram diretamente as concentracées de NAPH e NADP em
pulmdes de ratos tratados com paraquat e diquat, o tratamento com o bipiridilios
produziu diminui¢des similares na relacdo NADPH / NADP no pulmao.

O efeito significativo de dose indica que as concentracdes utilizadas
apresentaram efeitos diferentes em relagdo a mortalidade das abelhas. As médias
das doses de 50 e 100% da concentracdo de i.a. recomendada foram comparadas
entre si por meio do teste Tukey a 5% de significancia, onde se pode observar uma
mortalidade superior na dose 100% em relacdo a dose 50%. Isto pode ser, dentre
outros fatores, devido a presenca de receptores de membrana e enzimas
detoxicadoras que nado vao sendo suficientes para reconhecer e degradar a
guantidade de moléculas dos herbicidas na qual os insetos sdo oportunizados
(MONQUERO; OLIVEIRA, 2018). Em decorréncia, o acumulo dessas substancias
vai afetando vias metabolicas, desencadeando efeitos comportamentais e p6r fim a
letalidade (EL HASSANI et al., 2008).

Na média da dose total de ambos os produtos, a mortalidade foi de 60%,
enquanto quando foi utilizada meia dose a mortalidade média dos produtos foi de
20% (Tabela 2). Este resultado confirma a hip6tese de que a dose maior possui um
maior impacto sobre as mortes de S. bipunctata por ingestdo de paraquat e diquat.
PEREIRA (2015) realizando um experimento similar com S. bipunctata, onde os
individuos foram contaminados por ingestdo com o inseticida natural azadiractina,
observou que a concentracdo teve um efeito significativo na mortalidade das
abelhas. Ao examinar os efeitos toxicologicos de pesticidas, TOME et al., (2013) n&o
observou mortalidade significativa nas abelhas das espécies Partamona helleri
Friese, 1900, e Scaptotrigona xanthotricha Moure, 1950, independente da dose.
Dessa maneira, a suscetibilidade aos pesticidas ndo € semelhante entre as abelhas,
mesmo em diferentes doses, pois cada metabolismo tem um potencial de resposta

de detoxicacdo (reacdo provocadas por enzimas detoxicadoras presentes no
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sistema digestorio que reduzem a absor¢cdo de compostos téxicos) (DORNELES,
2015).

5.2 Experimento De Mortalidade Por Contato

Assim como realizado para o experimento de mortalidade de S. bipunctata por
ingestdo, para a mortalidade por contato também foi realizada uma analise
exploratéria dos dados. Para a dose 50% pdde-se perceber uma menor disperséo
dos dados em relacdo a dose 100%, para ambos os produtos. (Figura 8). Além
disso, similarmente ao ocorrido para o experimento por ingestdo, ndo aparente haver
diferencas importantes entre os herbicidas no efeito sobre a mortalidade das
abelhas.

Além disso, comparando com a Figura 7, péde-se perceber que para o
experimento por contato, a magnitude de algum possivel efeito da contaminacao
com os herbicidas e suas doses foi menor do que verificado na mortalidade por
ingestao (Figura 8).

Comparando os herbicidas, a diferenca verificada entre os produtos diquat e
paraquat para as doses 50 e 100% foi de apenas 3.33 e -3.33%, respectivamente
(Figura 8). Como também, a diferenca da mortalidade entre as doses 50 e 100%
para o produto diguat foi de apenas 6% e para o produto paraquat a mortalidade foi
igual em ambas as doses (20%) (Figura 8). Ainda assim, para verificar a evidéncia

estatistica, foi realizada a analise de variancia, pelo teste F a 5% de significancia.
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Figura 8 — Mortalidade (%) de S. bipunctata sob contaminacdo por contato com os herbicidadas
diquat (caixa verde) e paraquat (caixa azul) nas doses 50 e 100% da dose comercial e ao tratamento

controle, sem inoculagéo (caixa vermelha).

A andlise de variancia da mortalidade de S. bipunctata por contato, confirmou
qgue ndo houve efeito significativo para a interacdo Produto*Dose, bem como para
todos os efeitos simples de bloco, produto e doses. Da mesma forma, ndo foi
verificado efeito significativo para o efeito do fatorial em relagéo ao controle (Controle
x Fatorial) (Tabela 3).
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Tabela 3- Andlise de variancia da mortalidade de S. bipunctata quando submetida a contaminagéo
por contato de paraquat e diquat em diferentes doses.

FV GL SQ QM F P
Bloco 2 878.8 439.4 0.857 0.46
Produto 1 0.0833  0,0833 2,0E-04  0.9901
Dose 1 36.75 36.75 0.0717  0.7957
Produto*Dose 1 30.083  30.083  0.0587  0.8147
Controle x Fatorial 1 660.016 660.016  1.2173  0.2894
Residuo 8 4101.867 512.733
Total 14 5707.6

CV=14.76 %

FV: Fonte de variagdo, GL: Graus de liberdade, SQ: Soma de quadrados, QM: Quadrado médio, F:
Valor da estatistica F, p: p valor.
*p<0.05.

A menor mortalidade verificada para todos os tratamentos, bem como a
grande dispersdo dos dados em diguat e paraquat observados para o experimento
de contato quando foi realizada a contaminacéo os herbicidas nas diferentes doses,
ajudam a explicar a auséncia de efeito significativo pela analise estatistica. Na dose
50% apresentou variancia menor do que na dose 100%. Essa maior variacdo pode
ser uma razao pela qual ndo foi possivel observar diferenca estatistica para a
interacdo Produto x Dose. Dessa forma, mesmo que as médias de paraquat e diquat
apresentem certa diferenca, a grande variancia entre as repeticbes do mesmo
tratamento pode ter levado a auséncia de significancia para o teste estatistico.

Quando se considera a diferenca entre o controle, sem contaminacao, e 0s
tratamentos com os produtos nas diferentes doses, apesar de os graficos poderem
sugerir alguma diferenca, esta ndo foi suficiente para que a estatistica permitisse

declarar um efeito significativo (Tabela 3).
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Tabela 4 — Médias do percentual de mortalidade de S. bipunctata submetida a contaminacao por
contato de paraquat e dDiquat em diferentes doses e ao tratamento controle, sem contaminagéo.

Produto
Dose -
Paraquat Diquat
50 20 16.67
100 20 23.33
Controle 6.67

Nenhuma das médias difere estatisticamente a 5% de significancia para os efeitos de produto ou
dose.

Sendo assim, quando se considera este experimento pode-se dizer que nao
houve aumento significativo na mortalidade de S. bipunctata devido ao contato com
paraquat ou diquat em todas as doses testadas, ou seja, a mortalidade nas
condicBes de contaminacdo por contato foi igual a mortalidade de S. bipunctata no
tratamento controle, sem a exposicdo a nenhum tipo de agente toxicoldgico.

As diferencas apresentadas entre contato e ingestdo, como também, em
comparacao a literatura, a auséncia de significancia nas mortes por contato, podem
ser associadas a diferencas nas caracteristicas morfologicas, fisiologicas e
especificas dos individuos (BRITTAIN; POTTS, 2011; LABOISSIERE DEL SARTO,
2009), uma diferenca expressiva relacionada a espécie e sua baixa mortalidade via
contato, é a cuticula espessa e o0 peso corporal das abelhas, com isso, pode haver
variacdes na taxa de penetracdo do produto pela cuticula (AHMAD; JOHANSEN,
1973; OLIVERIA et al., 2002). Outro fator a ser considerado é o peso corporal, o qual
pode conferir forte influéncia na suscetibilidade das abelhas, tanto em contaminagéo
oral, como topica, sugere-se que abelhas com maior peso poderiam ser mais
tolerantes que as espécies com menor peso. Ha exemplo, uma operaria de S.
bipunctata pode chegar a pesar 19 mg, enquanto uma operaria de T. fiebrigi pesa
em meédia 5mg, conferindo maior tolerancia da S. bipunctata aos pesticidas
(DORNELES, 2015). E possivel considerar que a suscetibilidade esta diretamente
relacionada com as relacdes de superficie e volume das espécies das abelhas
(JOHANSEN, 1972).

Esta tolerancia apresentada pode estar relacionada a diversidade morfolégica

das abelhas sem ferrdo, em especial da S. bipunctata, a qual apresenta tamanho
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corpdreo acima do tamanho que as demais abelhas nativas, bem como, apresenta
diferencas na espessura e composi¢ao quimica da cuticula (BACCI et al., 2006). Nas
abelhas sem ferrdo a cuticula consiste em varias classes de compostos quimicos,
formando uma camada externa lipidica. Estes compostos sao determinados
geneticamente e podem variar entre as espécies (ABDALLA et al., 2003;
DORNELES, 2015; LEONHARDT et al., 2015) podendo facilitar, ou n&o, a
penetracdo dos pesticidas na cuticula, causando maior toxicidade de acordo com a
espécie de abelha. Sendo assim, como a S. bipunctata, apresenta uma cuticula mais
espessa em relacdo as espécies Tetragonisca fibriegi Schwarz, 1938, e
Tetragonisca angustula Latreille, 1811 (DORNELES, 2015) e espessura semelhante
as espécies Melipona marginata Lepeletier, 1836, e Melipona bicolor Lepeletier,
1836, esta pode servir como um tipo de barreira fisica para a penetracdo do agente
toxico (BLOCHTEIN et al., 2008).

A diferenca de suscetibilidade, comparando a exposi¢cdo a agroquimicos por
ingestdo e contato pode ser atribuida a inameros fatores. Diferentemente dos
resultados reportados aqui, em Apis mellifera j& foi relatada a maior susceptibilidade
quando a exposi¢cao a neonecotinoides ocorreu via topica. Os autores atribuem este
fenbmeno a capacidade de detoxicacdo dessas abelhas, jA& que a toxicidade de
alguns produtos pode ser reduzida quando enzimas detoxicadoras presentes no
sistema digestério das mesmas conseguem agir em relacdo a determinadas
concentracfes de agrotoxicos (DEL SARTO et al., 2014). Contudo, pesquisas com
agrotoxicos, utilizando metodologia semelhante aquela aqui descrita, tém
demonstrado que as abelhas sem ferrdo sdo mais sensiveis por exposicao oral,
comparadas a exposicdo topica e também quando comparadas a Apis mellifera
(DORNELES, 2015).

Segundo Dorneles (2015), para as forrageiras de S. bipunctata ndo houve
diferenca significativa entre a ingestdo e a exposicao topica para pesticidas, no
entanto, em outra espécie de abelha sem ferréo, T. fiebrigi os produtos agroquimicos
se mostraram mais toxicos quando administrados oralmente. Esta diferenca pode
estar relacionada com o grau de toxicidade dos pesticidas e o0 modo de acao de
cada um, atrelado ao modo que o metabolismo de cada individuo trabalha para
realizar a defesa dos compostos toxicos (CELLI;, MACCAGNANI, 2017,
STEVENSON, 1978). O préprio metabolismo celular pode gerar espécies reativas de
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oxigénio, mas a taxa de produgcdo aumenta muito se os tecidos forem expostos a
fatores ambientais como o herbicida paraquat. O dano tecidual causado pelo
aumento dos radicais livres e espécies reativas de oxigénio, 0s quais sao instaveis e
reagem rapidamente com acidos graxos, provocam lesdo nas membranas,
proteinas, DNA e morte celular (MARTINS, 2013).

A analise das respostas a toxicidade por apresentarem significativa
divergéncia, reforcam a importancia de analisar as duas vias de exposicao: oral e
topica, pois em locais onde as abelhas forrageiam, expostas a agrotoxicos, a
absorcdo destes produtos pode ocorrer através da ingestdo de pélen e néctar com
residuos de pesticidas, ou mesmo via o contato tépico (JOHNSON et al., 2010;
MULLIN et al., 2010).

Quando os produtos quimicos séo aplicados, particulas em suspensédo sao
mantidas no ar por um periodo de tempo e favorecem o contato com o corpo das
abelhas (WOLFF; REIS; SANTOS, 2008), sendo carregadas ao ninho e
possibilitando a contaminacdo do alimento. Os efeitos nocivos exercidos pelo uso
intensivo dos herbicidas podem ndo estar relacionados diretamente a morte dos
individuos, mas indiretamente acarretam em mudancas no habitat e modificacdes
quimicas da colbnia, consequentemente, resulta na morte destes polinizadores
(BELDEN; LYDY, 2000).

E valido considerar, que a toxicidade dos agrotéxicos observadas em
experimentos laboratoriais podem variar entre a realidade observada nos sistemas
agricolas (CELLI; MACCAGNANI, 2017), visto que h& outros fatores, os quais
podem ser determinantes, no entanto, ndao podem ser repetidos, pois variam de
aplicacdo a aplicacdo e suas condicfes. A suscetibilidade em areas agricolas
depende de outras condi¢des, como os fatores abioticos, tempo de degradacdo dos
agrotoxicos, correta aplicagdo segundo as recomendacdes do fabricante e
comportamento das abelhas (GRADISH; SCOTT-DUPREE; CUTLER, 2012). Dessa
forma, as diferencas observadas entre a suscetibilidade das abelhas nativas em
relacdo aos herbicidas, doses testadas e em relacdo a outras espécies, inclusive A.
mellifera, ratifica a importancia de se realizar testes de toxicidade em diversas
especies de abelhas, bem como, incluir abelhas nativas em testes exigidos para a
autorizacdo de registro e uso de agrotoxicos, 0S quais sao prioritariamente

realizados em A. mellifera, porém, também afetam as abelhas nativas (ARENA;
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SGOLASTRA, 2014; BRITTAIN; POTTS, 2011, DESNEUX; DECOURTYE;
DELPUECH, 2007).

6 CONCLUSAO

A mortalidade das abelhas da espécie S. bipunctata é afetada pela ingestéao
dos herbicidas paraquat e diquat. Contudo, estes herbicidas nédo diferem entre si
para a mortalidade dos individuos. O incremento de 50% para 100% nas doses
acarretou no aumento do niumero de abelhas mortas para ambos os herbicidas.

Considerando a contaminacdo por contato, as abelhas da espécie S.
bipunctata ndo tiveram sua mortalidade afetada diante da exposicéo aos herbicidas

paraquat e diquat em todas as concentragdes testadas.

7 CONSIDERACOES FINAIS

7.1 Recomendacdes para trabalhos futuros

a. Realizar os experimentos com maior tamanho amostral, como também, maior
tamanho de parcelas, o que contribui para a confiabilidade dos dados e poder dos testes
estatisticos.

b. Para o experimento de exposicao via contato, recomenda-se que a exposi¢cao
seja feita individuo-individuo, a fim de que todos sejam contaminados na mesma
proporgéo pelas mesmas doses.

C. Ha um grande estresse causado no momento da coleta e transporte, uma
ambientacdo prévia a montagem do experimento poderia contribuir com um déficit de
letalidade, ou até mesmo, favorecer que os fatores externos sejam isolados.

d. Os periodos de tempo comumente utilizados para observac¢do da mortandade
dos individuos séo 24, 48 e 72h, porém, é possivel, e contribuiria com os resultados, que

0s bioensaios fossem mantidos por um periodo de tempo maior, visto que em alguns
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casos, os efeitos dos herbicidas podem levar um intervalo de tempo maior para causar
algum efeito no metabolismo ou sistemas dos individuos.

e. A fim de obter-se maiores dados comprobatdrios e material para comparacao,
recomenda-se realizar investigacfes genéticas, a nivel de expressdo génica, como
também, avaliagBes citologicas, podendo analisar sinalizadores, receptores, vias
metabdlicas, divisdes celulares, entre outros, passiveis de acusar altera¢des advindas

das contaminagfes, sejam elas cutaneas ou através das mucosas.
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